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(g) Mittel und Verfahren zur spezifischen immunologischen Bestimmung des C-terminalen Parathormonfragments 
68-84 

Ein neues Mittel und Verfahren zur spezifischen immun- 
ologischen Bestimmung des C-terminalen Parathormon- 
fragments 68-84 neben intaktem Parathormon 1-84 sowie 
den langeren Parathormonfragmenten 43-84 und 53-84 wird 
beschrieben, unter Verwendung eines neuen hochspezift- 
schen Antikorpers, der herstellbar ist durch Applikation des 
Kondensationsproduktes aus einem synthetischen C-termi- 
nalen Parathormonfragment68-84bis72-84an Fremdeiweift. 
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Pa ben-tan spruche 

1. Mittel zur spozifischcn immunologischen Bestimmung 
des C-teriuinalen Parathormonfragmentes 68-84 bei 
geringer Kreuzreaktivitat flir intaktes Parathormon 
1-84 sowie den langeren Parathormonfragmenten 
43-84 iiber die C-terminale Erkennungsregion, ent- 
haltend einen Antikorper und ein markiertes C-ter- 
minales Parathormon fragment , dadurch gekennzeich- 
net, daB der Antikorper hergestellt wurde unter 
Verwendung des Kondensationsproduktes aus einem 
synthetischen C-terminalen Parathormon fragment 
68-84 bis 72-84 an FremdeiweiB. 

2. Mittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB als C-terminales Parathormonf ragment synthe- 
tisches 70-84 Fragment verwendet wird, welches 
mittels Carbodiimid an Serumalbumin kondensiert 
ist. 

3. Mittel gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als markiertes C-terminales Parat- 
hormonf ragment tyronisiertes radioaktiv markiertes 
70-84-Fragment verwendet wird. 

4. Verfahreh zur spezifischen immunologischen Bestim- 
mung des C-terminalen Parathormonfragments 68-84 
bei geringer Kreuzreaktivitat fur intaktes Parat- 
hormon 1-84 sowie den langeren Parathormonfraginen- 
ten 43-84 iiber die C-terminale Erkennungsregion 
unter Verwendung eines Antikorpers und eines mar- 
kierten C-terminalen Parathormonfragments, dadurch 
gekennzeichnet, daB cin Antikorper verwendet wird, 
der herstellbar ist durch Applikation des Konden- 
sationsproduktes aus einem synthetischen C-termi- 
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nalen Parathormonfragment 68-84 bis 72-84 an 
FremdeiweiB. 

5. Verfahren gemSB Anspruch 4, dadvrrch gekennzeich- 
net, daB als C-terminales Parathtormonfragment syn- 
thetisches 7 0-8 4 -Fragment verwendet wird, welches 
mittels Carbodiimid an Seriunalbumin kondensiert 
ist. / 

6. Verfahren gemSB Anspruch 4 jbder 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als markiertes C-terminales Parat- 
hormonfragment tyronisiertes radioaktiv markiertes 
7 0-8 4 -Fragment verwendet |p.rd. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Mittel 
und Verfahren zur spezifischen iramunologischen Bestim- 
mung des C-terminalen Parathormonfragments 68-84, bei 
geringer Kreuzreaktivitat fur intaktes Parathormon 1-84 
sowie den langeren Parathormonf ragmenten 43-84 iiber die 
C-terminale Erkennungsregion. Zu einer solchen Bestim- 
mung benotigt man einerseits einen spezifischen Anti- 
korper und zum anderen ein ausreichend empfindlich mar- 
kiertes C-terminales Parathormonfragment. 

Humanes Parathormon (hPTH) ist ein aus 84 Aminosauren 
bestehendes Peptid, welches in den Nebenschilddrttsen 
synthetisiert wird. Vorstufen des intakten 1-84 PTH, 
das Pra-Pro-PTH und das Pro-PTH werden in den Zellen 
der NebenschilddrGsen enzymatisch degradiert. In die 
Blutzirkulation gelangt daher lediglich das 1-84 PTH. 
Dieses wird durch weitere enzymatische Abbauvorgange in 
•mehreren Organen in unterschiedlich lange PTH-Fragmente 
degradiert. Einige dieser Fragmente entfalten offen- 
sichtlich biologische AktivitSten an Knochen- und 
Nierenzellen. Auch in der Leber und den Nieren entste- 
hen aus dem 1-84 PTH sogenannte N-terminale PTH-Frag- 
mente r d.h. Peptide mit einer Aminsosaurensequenz von 
1-34, 1-36, 1-37 und 1-43. Verschiedene Autoren schrei- 
ben diesen Fragmenten die alleinige biologische Wirkung 
an Knochenzellen zu. Andere Autoren behaupten hingegen, 
daB sowohl das N-terminale Fragment als auch das intak- 
te PTH biologisch wirksam sind. 

Durch die Abspaltung des N-terminalen Fragmentes, d.h. 
der Aminosauren 1-34 bis 1-43 verbleibt ein groBeres 
C-terminales PTH-Peptid der Sequenz von ca. 43-84, das 
sogenannte Mitt-C-regionale PTH. Es bestehen Hinweise 
darauf, dafi auch diese Fragmente enzymatisch weiter 
abgebaut werden und daB auch diesen Fragmenten eine 
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biologische Rolle zuzuschreiben ist. Insbesondere 
scheinen sie regulierend* in den Knochen- und damit in 
den Kalziumstof fwechsel einzugreifen. Es besteht somit 
ein wissenschaftliches und medizinisch-diagnotisches 
Interesse daran, diese Fragrcente qualitativ und quanti- 
tativ messend zu verfolgen. 

Es sind bereits Radioimmunoassays (RIA) bekannt, welche 
selektiv Mitt-C-regionales PTH erfassen • Sie haben sich 
in der Routinediagnostik des primaren (extrarenalen) 
Hyperparathyreodismus und des renalen Hyperparathyreo- 
dismus (HPT) bewahrt. Die Antikorper hierftir werden 
hergestellt durch Kondensation synthetischer Mitt-re- 
gionaler Parathormonf ragmente an FremdeiweiB. Diese 
Antikorper sind jedoch nicht in der Lage, das ebenfalls 
interessierende Fragment 68-84 selektiv, d.h. aus- 
schliefilich zu erfassen. 

Versuche, das C-terminale PTH-Peptid selektiv mit einem 
RIA zu erfassen , sind bisher vollig gescheitert. Anti- 
seren, die gegen synthetisches oder extraktives 53-84 
hPTH oder 53-84 bPTH produziert wurden, zeigten keine 
ausgesprochende SelektiviSt fur speziell die C-termi- 
nale AminosSurensequenz; d.h. 75-84. Erfaflt wurden 
vielmehr durch diese Methoden die gleichen Mitt-C-re- 
gionalen PTH-Peptide der Sequenz ca. 43-84, welche auch 
von den oben erwahnten bisher bekannten RIAs gemessen 
wurden. Of fensichtlich liegen die solche Antik3rper 
spezifisch ausbildenden immunologisch relevanten Grup- 
pen auch in den Sequenzbereichen der AminosSuren 45-67, 
so daB sie Fragmente der Sequenzen 68-84 nicht raiter- 
fassen konnen. 

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, ein Mittel 
und ein Verfahren zur spezifischen immunologischen Be- 
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stimmung dcs C-terminalen Parathormon fragments 68-84 zu 
entwickeln, mit welchem spe2iell dieses Fragment erfaBt 
werden kann und die Kreuzreaktion zu intakten PTH und 
den Fragmenten 43-84 gering ist und das Fragment 53-84 
5 nur iiber seine C-terminalen Anteil miterfaBt wird. 

Es war zu erwarten, daB ein Kondensationsprodukt aus 
einem C-terminalen Parathormon fragment 68-84 bis 7 2-84 
an FremdeiweiB entweder keinen oder nur einen sehr un- 
spezifischen Antikorper bilden wtirde, welcher neben dem 

10 Fragment 68-84 auch die ISngeren Fragmente 53-84, 43-84 
und intaktes Parathormon obendrein iiber die extrem C- 
terminalen Erkennungsregionen erfassen wttrde. ttber- 
raschenderweise hat sich jedoch gezeigt, daB ein derar- 
tiges Kondensationsprodukt in der Lage ist, einen Anti- 

15 korper zu bilden, der hochspezif isch das Fragment 68-84 
erfaBt, Je langer die Sequenzen werden, die nur iiber 
diese extrem C-terminalen Erkennungsregionen erkannt 
werden, desto geringer ist ihre Kreuzreaktivitat. Uber- 
raschenderweise wird humanes PTH Fragment 53-84 gut 

20 erkannt wahrend bovines PTH Fragment 53-84 nicht erfaBt 
wird, da es an drei Positionen modifiziert ist (Amino- 
sauren 64, 79 und 83). Hieraus ist zu schlieBen, daB 
die Erkennungsregionen im Bereich der Aminosaurense- 
quenz 75-84 liegt. 

25 Der neue und hochspezif ische Antikorper ist somit in 
der Lage, das interessante Fragment 68-84 direkt zu 
erfassen, so dafl man nicht auf die stets sehr ungenauen 
Dif ferenzmessungen aus der Summe aller Fragmente und 
des intakten Parathormons abziiglich der Werte angewie- 

30 sen ist, die fur intaktes Parathormon und Mitt-C-regio- 
nales PTH ermittelt wurden. 

Die Aufgabe wird somit durch ein Mittel gelost, welches 
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dadurch gekennzeichnet ist, da A der Antikorper herge- 
stellt wurde unter Verwendung des Kondensationsproduk- 
tes aus einein synthetischen C-terminalen Parathormon- 
fragment 68-84 bis 72-84 an Fremdeiweift . 

5 Vorzugsweise wird als C-terminales Parathormonf ragment 
synthetisches 70-84-Fragment verwendet. Dieses laBt 
sich in an sich bekannter Weise raittels Carbodiimid an 
Serumalbumin kondensieren und zur Herstellung von Anti- 
kSrper verwenden. Ein deratiges AntikSrper enthaltendes 

10 Serum wird beispielsweise dadurch hergestellt, daB man 
ein derartiges Kondensationsprodukt von Rinderserumal- 
bumin (BSA) beim Schaf appliziert. Zur verstSrkten An- 
tikorperbildung kann komplettes Freundsches Adjuvanz 
zugegeben werden. Die Applikation erfolgt vorzugsweise 

15 intracutan in der Nackenmuskulatur . . Bereits nach zwei- 
maligem Wiederholen dieser Injektionen wurden die neuen 
und hochspezifischen Antikorper gegen das jeweils ver- 
wendete synthetische Fragment aber auch gegen das na- 
turlich vorkommende Fragment 68-84 gefunden. 

20 Die immunologische Bestimmung erfolgt in an sich be- 
kannter Weise unter Verwendung eines entsprechend mar- 
kierten C-terrainalen Parathormonf ragments. Ftir einen 
Radioimmunoassay (RIA) kann beispielsweise das synthe- 
tische Fragment tyronisiert und mit radioaktivem Jod 

25 markiert werden. Prinzipiell sind aber auch andere Mar- 
kierungen wie die Bindung an ein Enzym, ein Enzymsub- 
strat, eine f luoreszierende Gruppe etc. m6glich. Ent- 
scheidend ist alleine, daB die fiir die Erkennung durch 
den Antikorper entscheidende Gruppe 74-8 4 vorhanden und 

30 zuganglich ist. 

Die fttr die Herstellung des Antikorpers notwendigen 
68-84 bis 72-84 Parathormonf ragmente werden in an sich 



BAD OPIftfNAJ 



- 8 - 



3347548 



bekannter Weise hergestellt, beispielsweise indem man 
in einem Peptidsyntheseautomaten schrittweise auf einem 
chlormethylierten Harz die Peptidsequenz 68-84 bis 
72-84 des humanen Parathormons aufbaut, anschlieBend 
mit wasserfreier HF in Gegenwart von Anisol vom Trager- 
harz sowie den mitgefuhrten Schutzgruppen abspaltet und 
durch Extraktion und Chroma tographie reinigt. 

Die Kopplung der Peptidbausteine wird vorzugsweise mit 
folgenden Reagenzien und Reaktionsschritten duchge- 
fahrt: 



1. 


CH 2 C1 2 


waschen 


(2 mal) 


2. 


MeOH 


waschen 


(2 mal) 


3. 


CH 2 C1 2 


waschen 


(3 mal) 


4. 


50 % TPA + 5 


% 1,2 Ethandithiol 


in CH 2 C1 


5. 


CH 2 C1 2 


waschen 


(2 mal) 


6. 


MeOH 


waschen 


(1 mal) 


7. 


Et 3 N 10 % in 


CH 2 C1 2 + 5 % DMF 




8. 


MeOH 


waschen 


(1 mal) 


9. 


Et 3 N 10 % in 


CH 2 C1 2 + 5 % DMF 




10. 


MeOH 


waschen 


(1 mal) 


11. 


CH,C1 2 


waschen 


(2 mal) 


12. 


Benzyloxycarbonyl-Aminosaure (2 


= mmol) 



2 



CH 2 C1 2 + DCCI (20 mmol) 

(1 mal) . 



Zur Ankopplung des jeweils nachsten Peptidbausteins 
wird diese Reaktionsfolge wiederholt. 

Bei dem erf indungsgemaBen Verfahren werden die £ -Ami- 
nogruppen von Lysine mit der 2-Chlorobenzyloxycarbonyl- 
gruppe, von Asparagin und Glutamin mit der 
Xanthylgruppe geschiitzt. Die Guanidingruppe von Arginin 
und die Imidazolgruppe von Histidin wird mit der Tosyl- 
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gruppe geschiitzt, und die B-Carboxylgruppe von Aspar- 
tinsaure, die ^ -Carboxylgruppe von Glutaminsaure sowie 
die Hydroxy Igruppe von Serin wird mit der Benzylgruppe 
geschiitzt. 

Die Extraktion erfolgt durch waBrige Essigsaure, dann 
Filtrieren uber Sephadex G-25 mit 1 molarer Essigsaure, 
Lyophilisieren und Chromatographieren mit Ammoniumace- 
tat-Acetonitril als Elutionsmittel unter Hochdruck. 

Das reine Material wird tiber Sephadex G-10 mit 1 mo- 
larer EssigsSure entsalzt, das so erhaltene Produkt 
durch Diinnschicht-Chromatographie in verschiedenen Puf- 
fersystemen untersucht und als homogen befunden. Die 
AminosSurenanalyse und Sequenzanalyse zeigt das rich- 
tige Aminosaureverhaltnis. Durch Umkehrphasen HPLC wird 
gefunden, daB das so erhaltene Produkt zu 98 % rein 
ist. 

Bereits die ersten Untersuchungen von Humanseren mit 
einem erf indungsgeraSBen Radioimmunoassay haben gezeigt, 
daB bei Patienten rait primarem (extrarenalen) Hyperpa- 
rathyreodismus und mit renalem HPT im Normbereich des 
Fragmentes 68-84 liegen. Patienten mit schwerer choles- 
tatischer Lebererkrankung hingegen zeigen zum Teil 
stark erhohte Plasmakonzentration des gesuchten PTH- 
Fragmentes. Bei Patienten mit Nierensteinleiden sind 
hingegen erniedrigte Werte gemessen worden. 

Das erfindungsgemSBe Mittel und Verfahren zur spezi- 
f ischen immunologischen Bestimmung des C-terminalen 
Parathormonfragmentes 68-84 ist somit erstmals in der 
Lage, das "wahre" C-terminale PTH-Fragment zu erfassen. 
Die Tatsache, daB erhohte Konzentrationen nur bei Pati- 
enten mit schwerer Lebererkrankung gemessen werden 
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konnten, zeigt, dafl die Leber eine wichtige Rolle im 
PTH-Stof fwechsel und sorait auch im Kalciumstof fwechsel 
einnimmt. Erf indungsgeraaS ist es somit erstmals mog- 
lich, die biologische und pathophysiologische Bedeutung 
5 dieses PTH-Fragmentes zu untersuchen. 

In dem nachfolgenden Beispiel ist eine bevorzugte Aus- 
fiihrungsform des erfindungsgemaBen Mittels und Ver- 
fahrens n&her erlautert: 

Beispiel 

Synthetisches humanes PTH-Fragment 70-84, hergestellt 
10 nach der oben beschriebenen Methode und einem Rein- 
heitsgrad von 98 % wird mit Hilfe von Carbodiimid an 
bovines Serumalbumin (BSA) gekoppelt, mit komplettem 
Freundschem Adjuvanz emulgiert und anschlieflend einem 
Schaf an mehreren Stellen im Bereich der Nackenmusku- 
15 latur intracutan appliziert. Nach zweimaligem Wiederho- 
len dieser Injektion von BSA-gekoppelten 70-84 hPTH 
wurden Blutproben des Schaf es gewonnen. Das daraus ge- 
wonnene Serum enthalt einen hochspezifischen Antikorper 
gegen die PTH-Seguenz 70-84, jedoch auch gegen die 
20 Fragmente 65-84, 68-84 und 72-84. Das Serum reagiert 
nur tiber die oben erwahnte Erkennungs region mit synthe- 
tischen Fragmenten 53-84, 43-84 Oder intaktem hPTH. 

Das gleiche synthetische Fragment 70-84 PTH wird ty- 
ronisiert und mit radioaktivem Jod markiert. Als Stan- 

25 dard fur den Radioimmunoassay wird natives 70-84 hPTH 
verwendet. Untersuchungen verschiedener Seren mit ver- 
schiedenen Fragmenten zeigen, daB das Antiserum selek- 
tiv die Oterminale Sequenz des humanen PTH erfaBt, 
langerkettige Fragmente und intaktes Parathormon jedoch 

30 nicht reagieren. Es besteht somit keine Kreuzreaktivi- 
tat mit Mitt-C-regionalem humanem PTH. 
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